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Abstract (Basic)^DE 3935974 A^ 

Determn. oT?rie~--spati^L^ts£ribution of metabolites in tissue 
samples by bioluminescence, by treating the sample with luciferase 
soln. and opt. another enzyme soln., and counting the photons/unit of 
surface of the tissue sample, using a photon-counter and a video 
camera, an enzyme soln. with high luciferase concn. and high viscosity 
is used. 

The enzyme soln. has luciferase concn. of 0.1-20 (8-12) mU/ml and 
opt. a gel matrix; it may contain gelatine and/or polyvinylpyrrolidone. 
The enzyme soln. applied in frozen form, esp. as a thin layer, to the 
tissue sample, and the temp, is then allowed to rise to just above the 
dew point of the sandwich so formed. By means of an image 
processor/integrator for the points of the image surface, with variable 
time constant for the photon enumeration, a definite time interval is 
singled out during the whole course of the reaction. 

USE/ADVANTAGE - The method can be used to determine distribution 
of metabolitesa, e.g. glucose, lactate and adenosine triphosphate (ATP) 
in tumour tissues. Cross-diffusion or inter-flowing of enzymes and 
substances to be determined is avoided, as is diffusion of light by gas 
bubbles in the enzyme layer. The photon-emitting chemical reactions are 
much more rapid, giving quicker tissue analysis. (6pp Dwg.No.1/1) 
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© Verfahren zur Bestimmung von Metaboliten in Gewebeproben, Enzymcocktail und Vorrichtung zu dessen 
Durchfuhrung 

■ Ein Verfahren iur Bestimmung der drtlichen Verteilung 
von Metaboliten in Gewebeproben mittels Biolumineszenz 
durch Behandlung der Gewebeprobe mit Luciferase-Losung 
und gegebenenfafls weiterer Enzymlosung und Auszahlung 
der Photonen pro Flacheneinheit der Gewebeprobe mit Hilfe 
eines Photonenzahlers und einer Videokamera ist dadurch 
gekennzeichnet. da& man Enzymlosung mit einer hohen 
luciferasekonzemration und mit einer hohen Viskositat 
verwendet. 

Eine Vorrichtung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens besitzt 
ein Lichtmikroskop mit einer Tragerflache fur das Auflegen 
der Gewebeprobe. einen Photonenzahler und eine Videoka- 
mera mit Sildprozessor, sowie eine Einrichtung zur Regelung 
der Temperatur der Tragerflache und eine auf der Tragerfla- 
che anzuordnende einseitig offene Giefiform fur das Etnfrie- 

™ ren von Enzymlosung, wobei die GieGform deran dimensio- 

£ niert ist. dafl auf ihrer offenen Seite ein Tragerplartchen mil 
der Gewebeprobe angeordnet werden kann. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Messung der 
ortlichen Verteilung von Metaboliten in Gewebeproben 
mittels Biolumineszenz durch Behandlung der Gewebe i 
probe mit Luciferase-Losung und gegebenenfalls weite- 
rer Enzymiosung und Auszahlung der Photonen pro 
Flacheneinheit der Gewebeprobe mit Hilfe eines Photo- 
nenzahlers und einer Videokamera. 

Es ist bekannt. daB in Tumorgeweben Heterogenita- 10 
ten von Produkien des Zellstoffwechsels auftreten. Der- 
artige Heterogcnitaten wurden beispielsweise fur Glu- 
cose, Lactat und Adenosintriphosphat (ATP) festge- 
stellt. Sie konnen zur Diagnose von Tumorgeweben ver- 
wendet werden. wenn zuverliissige Meihoden zur Er- 15 
mittlung der ortlichen Verteilung der Metaboliten in 
Geweben vorhanden sind. 

Weiterhin ist es bekannt. wie beispielsweise aus "Jour- 
nal of the National Cancer Institute". Band 80 (1988). 
Seiten 843 bis 848. die ortliche Verteilung von Metabolt- 20 
ten in Gewebeproben mittels Biolumineszenz zu ermit- 
teln. 

Bei friiher bekannten Vorrichtungen diente zum 
Nachweis der Biolumineszenz ein photographischer 
Film, auf den bei Raumtemperatur im Dunkeln ein 25 
Deckglaschen mit einem Sandwich aus einem Gewebe- 
schnitt und einer gefrorenen Schicht .einer Luciferase 
enthalienden Enzymiosung unmittelbar aufgebracht 
wurde. Der photographische Film nimmt das Licht der 
Biolumineszenz dabei so lange auf, wie dieser Kontakt 30 
besteht. Da aber die Biolumineszenz nur dann auftritt, 
wenn die Temperatur des Sandwichs oberhalb des Tau* 
punktes liegt. dann aber sofort Querdiffusion und haufig 
auch Querstromung der zu messenden Sioffe einsetzt, 
entstehen bei dieser Methode stark gestone Bilder. 15 

Ein weiterer wesemlicher Storeffekt bei der bekann- 
ten Methode beruhte auf der Verwendung von gefrore- 
nen Enzymschichten, die in der Form von Cryostai- 
schnitten aus gefrorenen Blocken des Enzymcockiails 
hergestellt wurden. SolchermaBen hergestellte Cryos- 40 
tatschnitte enthielten unvermeidlich Einschliisse feiner 
Gasblasen, die zur Lichtstreuung und zu einer ungleich- 
maBigen Verteilung der Enzyme in der Grenzflache 
zum Gewebeschnitt fiihrten. Diese bekannte Methode 
erlaubie daher allenfalis relative Messungen mit sehr 45 
geringer Ortsauflosung. 

Eine Verbesserung ergab die Verwendung einer Vi- 
deokamera mit Photonenzahler anstelle des photogra- 
phischen Filmes, weil hierbei gleichzeitig die Biolumi- 
neszenz und die Gestalt des Gewebeschnities beobach- 50 
tet werden konnen. Dadurch kann festgestelit werden. 
ab welchem Zeitpunkt nach dem Auftauen des Cryos- 
tatschnittes die Querdiffusion der zu beobachtenden 
Substanzen quantitatjv zum Tragen kommt. Die eigeru- 
liche Aufnahmezeit bleibt aber bei dieser Methode hau- 55 
fig zu kurz. um eine statistisch ausreichende Zahlrate bei 
der Photonenzahlung zu erzielen. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe be- 
stand nun darin, ein Verfahren zur Bestimmung der ort- 
lichen Verteilung von Metaboliten in Gewebeproben 60 
mittels Biolumineszenz zu bekommen. das eine brauch- 
bare ortliche Auflosung gewahrieistet. insbesondere 
soil durch das erfindungsgemaBe Verfahren eine Quer- 
diffusion bzw. ein AuseinanderflieQen von Enzymen und 
zu besiimmenden Stoffen eingeschrankt werden. Vor- 65 
zugsweise sol! auBerdem die Lichtstreuung durch Gas- 
blasen im Enzymschnitt vermieden werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Messung der 
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ortlichen Verteilung von Metaboliten in Gewebeproben 
mittels Biolumineszenz durch Behandlung der Gewebe- 
probe mit Luciferase-Losung und gegebenenfalls weite- 
rer Enzymiosung und Auszahlung der Photonen -pro 
Flacheneinheit der Gewebeprobe mit Hilfe eines Photo- 
nenzahlers und etner Videokamera ist dadurch gekenn- 
zeichnet. da!3 man Enzymiosung mit einer hohen Lucife- 
rasekonzentration und mit einer hohen Viskositat ver- 
wendet. 

Die im Vergleich zum Stand der Technik hone Lucife- 
rasekonzentration der Enzymiosung bzw. des Enzym- 
cocktails fuhn dazu. dafl die Photonen emittierenden 
chemischen Reaktionen in der Gewebeprobe sehr vie! 
schneller als nach dem Stand der Techntk ablaufen. so 
daB eine fur die Ermitilung der Verteilung der Metaboli- 
ten erforderliche Photonenzahl relativ schnel! gebildet 
wird, bevor eine wesentliche Querdiffusion und Quer- 
stromung der zu besiimmenden Sioffe und Enzyme er- 
folgt. Weiterhin werden die Querdiffusion und Quer- 
stromung der Enzyme und zu besiimmenden Sioffe da- 
durch eingeschrankt*. daB die Enzymiosung eine hohe 
Viskositat besitzt. die Querstromungen behindert. Mit 
der (Combination beider Merkmale fiihrt das Verfahren 
zu einer weitgehenden Vermeidung von Querdiffusio- 
nen und Querstromungen wahrend einer Reaktionszeit. 
die ausreicht, genugend Photonen zu bilden, um ein Si- 
gnal/Rauschverhaltnis zu erhalten.das eine zuverlassige 
Identifizierung der ortlichen Verteilung der Metaboli- 
ten in der Gewebeprobe gestauei. 

Aufgrund der erfindungswesentlichen Verfahrens- 
merkmafe ist das Biolumineszenzverfahren erstmals ge- 
eignet. schnelle Gewebeanalysen in zuverlassiger Weise 
durchzufiihren. um beispielsweise wahrend einer Ope- 
ration schnell festzustellen. ob ein Gewebe ein Tumor- 
gewebe ist oder nicht. 

Wenn hier von einer hohen Luciferasekonzeniration 
die Rede ist. so liegi diese zweckmaBig im Bereich von 
0,1 bis 20.0, vorzugsweise im Bereich von 8 bis 1 2 mU/ml 
des Enzymcocktails oder der Enzymiosung. wobei eine 
Konzentration von etwa 10 mU/ml optimal ist. 
, Hohe Viskositat bedeutet eine Viskositat. bei der die 
Enzymiosung wahrend der Vorbereitungsphase noch 
gieBfahig ist. wahrend der MeBphase jedoch so fest ist, 
daB eine Querdiffusion oder Querstromung weitgehend 
verhindert und gleichzeitig ein ausreichender Kontakt 
zum Gewebeschnitt hergestellt wird. 

Die hohe Viskositat der Enzymiosung bzw.. der Ma- 
trix der Enzymiosung kann man durch an sich bekannte 
Verdickungsmittel erhalten, die in Wasser loslich sind. 
Beispielsweise konnen solche Verdickungsmittel ver- 
wendet werden. die in waBriger Losung zu einer gelarti- 
gen Matrix fiihren. Bevorzugte Beispiele solcher Sub- 
stanzen. die zu erfindungsgemiiB brauchbaren hochvis- 
kosen Enzymlosungen fiihren. sind Gelatine und/oder 
Polyvinylpyrrolidon. Thixotrop machende Sioffe sind 
bekannt und konnen hier verwendet werden. 

Die durch Luciferase katalysierten. Photonen emittie- 
renden und damit Biolumineszenz ergebenden chemi- 
schen Reaktionen benotigen eine bestimmte Tempera- 
tur und treten im wesentlichen erst oberhalb des Tau- 
punktes der Enzymiosung auf. Wie erwahnt, verstarken 
sich aber Querdiffusion und Querstromung bei erhdhten 
Temperaturen schnell, so daB es ein bevorzugtes Merk- 
mal des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, die Tempe- 
ratur so einzustellen. daB die Tautemperatur des Sand- 
wiches aus Gewebeschnitt und gefrorener Enzymiosung 
gerade liberschritten wird und die Temperatur auf die- 
ser Hohe gehalten wird. Auf diese Weise bekommt man 
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im wesenilichen eine konstante Reakuonsiemperatur. 
bei der die Phoionen emiitierenden Rcaktionen ausrei- 
chend schnell ablaufen. ohne daB Querdiffusion und 
Quersrromungen begiinstigt werden. Man gehi dabci so 
vor, daB man die Enzymlosung in der Form einer gefro- 
renen Schicht in Beruhrung mil dem Gewebeschnitt 
bringt und die Temperaiur anschlieBend so erhoht. daB 
die Tauiemperatur des gebildeten Sandwiches gerade 
uberschritten wird, wobei man gleichzeitig die Photo- 
nenabgabe miQi. 

Da troiz der hohen Luciferasekonzentration in der 
Enzymlosung und trotz der Temperatureinsiellung die 
Reaktion eine gewisse Zeit zum Anlaufen bendtigt und 
nach einer gewissen Zeit doch zu einer Querdiffusion 



Das crfindungsgemaBe Verfahren ist insbesondere 
fur die Besnmmung der ortlichen Verteiiung von Gluco- 
se. Lactat oder ATP. in Gewebeschniuen brauchbar. 
doch ist die Anwendbarken nicht hierauf beschranki. 
Grundsaiziich konnen mit diesem Verfahren alie Meta- 
boliien bestimmt werden. die an das Redoxsystem 
NAD(P)/NAD(P)H gekoppelt smd. ]e nach den zu be- 
siimmenden Metaboliten verwendet man in bekannter 
Weise ATP-abhangige oder ATP-unabhangige Lucife- 
rase. 

Fiir die Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens verwendet man einen Enzymcocktail mil einem 
Gehalt an Luciferase und gegebenenfalls wenigstens ei- 
nes weiteren Enzyms. der dadurch gekennzeichnet ist. 
daB er eine hochviskose Matrix und eine hohe Lucifera- 




Drei besonders bevorzugie Enzymcock 
mung von Glucose. Lactat bzw, ATP werden folgender- 
maflen hergestellt: 



mogiichst geringe Querdiffusion und Querstromung 
auftritt. Dies kann man mit Hilfe eines Bildprozessors 
mu einer Integrattonseinrichtung fiir die ,Punkte der 
Bildflache. deren Zeitkonstante vanabel wahlbar ist. er- 
reichen, indem man mit Hilfe dieser Integrationseinnch- 
tung den Zeitabschnitt der Gesamtdauer der Photonen- 
auszahlung herausschneidet und fiir die Bestimmung 
der Verteiiung der Metaboliten in der Gewebeprobe 
verw^-idet. in welchem die Photonenemission bereits 
groB .si. Querdiffusion und Querstromung aber noch 
klein sind. 

Wie eingangs dargelegt wurde. besteht eine bevor- 
zugte weitere Zieisetzung des erfindungsgemaBen Ver* 
fahrens darin. die Siorung der Optik durch Einschliisse 
kleiner Gasblasen in den gefrorenen Enzymschichten zu 

vermeiden. Dies kann man vorzugsweise dadurch errei, mV /n;.hi«thr<Milft<uns 
chen.'daB man die Enzymschichten nicht von gefrorenen 35 40 ul 60 mM ^othre.tlosung 
Blocken der Enzymlosung abschneidet. sondern in der 400 al 4 mM FMN-Losung und 
erwunschten Schichtdicke gieBt. Obwohl dies grund- 
saiziich auf einer gekuhlien ebenen Platte geschehen 
kann. ist es insbesondere fiir quantitative Bestimmungen 
zweckmaBig, die Enzymlosungsschicht in einer GieO- «o 
form herzustellen. in der eine definierte Menge der En- 
zymlosung eingefiillt und eingefroren wird. Giinstiger- 
weise besteht die Gieflform aus einem kleinen tassen- 
fdrmigen Behalter. in den die definierte Menge des En- 
zymcocktails einpipettien wird, worauf die GieBform tn 45 
einem Kuhlfach eingefroren wird. 1m eingefrorenen Zu- 
stand konnen die GieQformen mit der eingefrorenen 
Enzymlosung als Vorrat vorbehalten werden und bei 
Bedarf dem Kuhlfach entnommen werden. Zur Durch- 
fiihrung des Verfahrens wird nun die GieBform mil der 50 



Enzymcocktail zur Bestimmung von Glucose 

A. Eine Grundlosung wird durch Auflosen von 
300 mg Gelatine 
150 mg Glycerin und 
150 mg Polyvinytpyrrolidon ■ 

unter Erwarmung (ca. 70° C) im 2,5 ml 0.3 M Phosphat- 
puffer(pH - 7.0) erhalten. 

B. Sodann nach Abkuhlen auf 30°C werden 
300 mg ATP in 1 ml Phosphaipuffer gelost 
240 mg NADP in 1 ml Phosphatpuffer gelost 
40 ul 1 M MgCh- Losung 



60 u.1 640 mM Decanal- Losung in Methanol 
zugefugt. worauf der pH auf 7.0 eingestellt wird. 

C. Sodann werden 
150 ulHexokinase- (EC 2.7.1.U 1400 U/ml. 25C) und 
150 'ul Giucose-6-phosphaidehydrogenase-Suspension 
(EC 1.1.1.49. 1750 U/ml. 25°C) abzentrifugiert. das Pellet 
in 0.5 ml Phosphatpuffer aufgenommen und der Grund- 
losung zugegeben. 

Luciferase- (EC 1.14.14.3. ca. 48 mU) und FMN-Oxi- 
dor eduktase- Lyophilisat { EC 1 .6.8. 1 , ca. 40 U) werden in 
250 ul Phosphaipuffer aufgenommen und der Grundlo- 
sung zugegeben. 

D Die fertige Losung wird in Reakuonsgefaflen por- 
lioniert und durch Lagerung bei - 80° C eingefroren. 



gefrorenen Enzymlosung darin auf die beheizbare Tra- 
gerflache eines Lichtmikroskops gestellt. Sodann wird 
ein Deckglaschen mit dem darauf befestigten Gewebe- 
schnitt nach unten unter Bildung eines Sandwichs auf 
die gefrorene Enzymlosungsschicht aufgelegt. worauf 
durch Erwarmung der Tragerflache des Lichimikro- 
skops die Enzymlosung aufgetaut wird. Gleichzeitig be- 
ginni die Photonenauszahlung und die Speicherung der 
Auszahlungsergebnisse iiber die Reaktionszeit. 

Oberraschenderweise wird durch das Gefrieren der 60 
Enzymlosung in dunner Schicht die Bildung von Gasbla- 
sen und der damit verbundene Nachteil von Lichtstreu- 
ung und ungleicher Verteiiung der Enzyme an der 
Grenzflache zum Gewebeschnitt vermieden. AuBerdem 
erleichtert die Verwendung von GieBformen fiir die En- b s 
zvmlosung eine beschleuriigte Durchfiihrung des Ver- 
fahrens, wie sie eiwa zur Tumorbestimmung wahrend 
operativer Eingriffe erforderlich ist. 



Enzymcocktail zur Bestimmung von Lactat 

A. Eine Grundlosung wird durch Auflosen von 
55 300 mg Gelatine 

150 mg Glycerin und 
150 mg Polyvinylpyrrolidon 

unter Erwarmung (ca. 70°C) in 2.5 ml 0.1 M Phosphat- 
puffer mit 50 mM Clutamai <pH - 7.0) hergestellt. 

B. Sodann werden nach Abkuhlen auf 30°C 
500 mg NAD in 2 ml Phosphatpuffer gelosi 
40 ul 65 mM Dithiothreitlosung und 
40 ul 640 mM Decanal- Losung in Methanol 
400 u.1 4 mM FMN-Losung 
zugefugt, der pH wird auf 7.0 eingestellt. 

C. Sodann werden «.«.«„,,, , 
400 u.1 Lactatdihydrogenase- (EC 1.1.1.27. 5500 U/ml. 
25*C) 
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und 400 u.1 Glutamat-Pyruvat-Transaminase-Suspen- 
s-on (EC 2A.I.2. 800 U/ml. 25° C) abzentrifug.ert. das 
Pellet w,rd in 0.5 ml Phosphatpuffer aufgenommen und 
dcr Grundlosung zugefugt. 

Luciferase- (EC 1.14.14.3. ca. 48 mU) und FMN-Ox,- 
■ doreduktase-Lyophilisat (EC !. 6.8.1. ca. 40 U) werden in 
250 ul Phosphatpuffer aufgenommen und der Grundlo- 
sung zugefugt. 

Die Stufe D wird wie oben ausgefiihrt. 

Enzymcockiail zur Bestimmung von ATP 

A. Eine Grundlosung wird durch Ldsen von 
300 mg Gelatine 
150 mg Glycerin und 
150 mg Polyvinylpyrrolidon 

unter Erwarmen (ca. 70°Q in 2.5 mi 50 mM HEPES- 
Puffer hergestellt. 

B. Sodann werden 
40 alO.5 M EDTA-Ldsung 
20^1 100 mM DDT-Losung 

- 100 u.1 M MgCb-Losung 

50 u.1 Luciferase-Losung (aus Photinus pvralis. EC 
1.13.12.7.. ca. 0,4 mU)in 0,5 M Tris-Acetat- Puffer (pH = 
7.5) und K 
50 uj D(-)-Lucifenn-Losung (aus Phoiinus pyralis. 10 
mg/ml)in0.1 M Tris-Acetat-Puffer (pH - 7.5) zugefugt. 
Die Stufe C erfolgt wie oben die Stufe D. 
Die Vorrichtung zur Durchfiihrung des erfindungsge- 
maBen Verfahrens besiizt ein Lichtmikroskop mil einer 
Tragerflache fur die Auflage der Gewebeprobe, einen 
Photonenzahier und eine Videokamera mil Bildprozes- 
sor. ErfindungsgemaB ist diese Vorrichtung gekenn- 
zeichnet durch eine Einrichtung zur Regefung der Tern- 
peratur der Tragerflache und eine auf der Tragerflache 
anzuordnende einseiiig offene GieQform fur das Einfrie- 
ren von Enzymlosung, wobei die GieQform derart di- 
mensionien isi. daG auf ihrer offenen Seite ein Trager- 
plattchen mit der Gewebeprobe angeordnet werden 
kann. 

1 In der Zeichnung is: eine Vorrichtung nach der Erfin- 
dung in schemahscher Weise dargestellt. Zur Verdeutli- 
chung ist links von dieser Zeichnung eingekreist die 
Tragerpiatte des Lichmikroskops mit den darauf befind- 
lichen Einrtchtungen vergroOert dargestellt. 

Das Lichtmikroskop 1 beskzt eine bezuglich der 
Temperatur. regelbare Tragerpiatte 2. auf welcher eine 
GieQform 3 gelagert ist. Diese enthait in ihrer mittigen 
becherformigen Hohlung schwarz dargestellt einen En- 
zymcocktail 4. in den ein Gewebeschnitt 6 eintaucht. 
welcher an dem Deckglaschen 5 befestigt ist. In der 
Zeichnung ist der Enzymcockiail in geschmolzener 
Form dargestellt. 

In der Praxis wird eine definierte Menge an Enzymlo- 
sung in die GieQform aus Kunststoff oder anderem Ma- 
tenai einpipeuien und als gleichmaCig dicke Schicht auf 
dem Boden der GieQform gefroren. Sodann wird die 
Gieflform mit der eingefrorenen Enzymcocktailschicht 
auf die Tragerpiatte des Lichtmikroskops gelegt. An 



den flussigen Enzymcockiail em. 

Uber die Mikroskopop:ik einen Photonenzahler 7 
und eine Videokamera 8 wird der Sandwich betrachiet 
bzw. auf einem Bildschirm 9 abgebildet. Die Bildinfor- 
mation wmd dabet uber einen Bildprozessor 1 1 mit einer 
variabfen Integrationseinrichiung gefuhrt und kann von 
dort aus in einem externen Rechner oder Massenspei- 
. cher wenergeleitet werden. Mit dem Bezugszeichen 10 

ist die Tastatur der Vorrichtung bezeichnet. 
io Selbstverstandltch miissen in bekannter Weise fiir je- 
de zu untersuchende Substanz spezifische Enzvmreak- 
tionen vorhanden sein. die den betreffenden Scoff che- 
misch an die Lichtemission der Luoferase koppein. Die 
erwahnt. kann mit dem erfindungsgemaBen Verfahren 
is die Verteilung all derjenigen Metaboliten bestimmt 
werden. fur die es eine solche Kopplung gibt. 

Zur Verhinderung einer (Condensation von Luft- 
feuchtigkeit auf dem gekuhlten Objekt kann zweckma- 
Qig kiihle trockene Lufi durch eine Haube geleiiei wer- 
:o den, die den Objekmsch und die Mikroskopoptik um- 
gibt. 

, Die Kalibrierung der Biolumineszenz kann folgender- 
maOen durchgefuKrt werden: 

Die entstehende Lichtmenge der Biolumineszenzreak- 
25 tion ist direkt von der in der zu untersuchenden Probe 
vorhandenen Subsiratmenge abhangig. Durch geeigne- 
te Standardproben mil bekannten Substratkonzentra- 
tionen kann daher eine Kalibrierung der Biolumines- 
zenz durchgefuhrt werden. Hierdurch ist es moglich. 
jo von einer in einem zu untersuchenden Gewebeschnitt 
gemessenen Lichtintensitat auf die aktuelle Substrat- 
konzentration zu schiieBen. 

A. Herstellung der Standards 

J5 

Als Grundsubsianz fiir die Standardproben dient Le- 
bergewebe von jungen Schweinen. Die frisch gewonne- 
ne Leber wird dazu in ca. 0.5 x 0,5 x 0,5 cm 3 groBe Stuk- 
ke geschnitten, mehrfach in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 
to = 7,5) gewaschen und anschlieBend fiir 30 min bei 80°C 
hitzeinaktiviert. Die Fertigstellung der Standardproben 
kann auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen: 

A.l Kalibrierung mit Gewebestucken 

5 

Die Gewebestucke werden fur ca. 10 Tage in auf pH 
- 7,5 gepufferten Substratlosungen mit b-ekanm'en 
Konzemrationen inkubiert. Danach erfolgt das rasche 
Einfrieren des Gewebes in flussigem Stickstoff. Die tat- 
o sachlich in den Gewebestuckchen vorhandene Substrai- 
konzentration ist mit herkdmmlichen enzymatischen 
Verfahren zu bestimmen. 

A.2. Kalibrierung mit Gewebehomogenat 

Die gewaschenen und hitzeinaktivierten Gewebe- 
stucke werden in einem Mixer zerkleinert und anschlie- 
Bend in einem Homogenisator fein zermahlen. Der pH- 
Wert des so erhaltenen Gewebebreis wird mit NaOH 
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scniieuend wird auf dte gefrorene Enzymcocktailschichi w auf 7.5 eingesiellt. Aliqots des Breis werden mit Sub 
ein Deckglaschen mit dem Gewebeschnitt nach unten 
gelegi. so daB erne Kontaktflache zwischen dem Gewe- 
beschnitt und der Enzymschicht entstehL 

Nunmehr wird die Temperatur der Tragerpiatte 2 
erhdht und auf einem Wert konstant gehalten. der ge- 
ringfugig uber dem Taupunkt des Sandwiches 4/6 liegt. 
Bei Auftauen der Enzymcocktailschichi sinki der Gewe- 
beschnitt in der in der Zeichnung dargestellten Form in 



stratldsungen bekannter Konzentration versetzt. in aus 
Aluminiumfolie geformte Topfchen uberfuhrt und in 
flussigem Stickstoff rasch tiefgefroren. Die taisachlich 
im Homogenat vorhandene Substratkonzentration ist 
65 mil herkdmmlichen enzymatischen Verfahren zu be- 
stimmen. 
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B. Durchfuhrung der Kalibrierung 

Die Anordnung und das Verfahren nach Anspruch 1 
werden angewandt auf Cryostatschnitte aus den Gewe- 
bestuckchen nach 6.A.I. bzw, aus den Homogenatblbk- 
ken nach 6.A.2. Dabei sind die umerschiedlichen Sub- 
stratkonzentrationen der verschiedenen Standards der 
jeweiligen uber den Gewebe- bzw. Homogenatschnitt 
gemiuelten Biolumineszenz-lntensitat direkt zuorden- 
bar. Das wichtigste Kriterium zur Beuneilung der Stan- io 
dardgiue ist eine mdglichsi homogene Substratvenei- 
lung in den betreffenden Proben. 

Patentanspriiche 

15 

1. Verfahren zur Bestimmung der ortlichen Vertei- 
lung von Metaboliten in Gewebeproben mitteis 
Biolumineszenz durch Behandlung der Gewebe- 
probe mit Luciferase-Lbsung und gegebenenfalls 
weiterer Enzymlosung und Auszahlung der Photo- 20 
nen pro Flacheneinheit der Gewebeprobe mrr Hilf e 
eines Photonenzahlers und einer Videokamera, da- 
durch gekennzeichnet, daB man Enzymlosung mit 
einer hohen Luciferasekonzentration und mil einer 
hohen Viskositat verwendet. 25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man eine Enzymlosung mit einer Lu- 
ciferasekonzentration von 0.1 bis 20.0, vorzugswei- 
se von & bis 12 mU/m I verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch ge- 30 
kennzeichnet, dafl man eine Enzymlosung mit einer 
gelartigen Matrix verwendet. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet. daQ man eine Enzymlo- 
sung verwendet, die als hochviskos machenden js 
Stoff Gelatine und/oder Polyvinylpyrrolidon em- 
halL 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4. 
dadurch gekennzeichnet. daB man die Enzymlo- 
sung in gefrorener Form mit der Gewebeprobe in + o 
Beruhrung bringt und die Temperatur anschiie- 
Bend so erhohi, daB die Tautemperatur des so ge- 
bildeten Sandwiches gerade uberschritten wtrd. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5. 
dadurch gekennzeichnet. daB man die Enzymlo- 45 
sung in Form eines in dunner Schicht gefrorenen 
Plattchens mit der Gewebeprobe in Beruhrung 
bringt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man die Enzymlosung in einer GieB- 50 
form als dunne Schicht gefroren mit der Gewebe- 
probe in Beruhrung bringt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 7. 
dadurch gekennzeichnet, daB man mit Hilfe einer 
Bildprozessor-Integrationseinrichtung fur die 55 
Punkte der Bildflache mit variabler Zeitkonstante 
fur die Photonenauszahlung einen bestimrmen 
Zeitabschniit wahrend des gesamten Reaktionsab- 
laufes herau5greift. 

9. Enzymcocktail Fur die Durchfuhrung des Verfah- 60 
rens nach einem der Anspruche 1 bis 6 mit einem 
Gehalt an Luciferase und wenigsiens eines weite- 
ren Enzyms. dadurch gekennzeichnet, daB er eine 
hochviskose Matrix und eine hohe Luciferasekon- 
zentration enthalt. *>5 

10. Enzymcocktail nach Anspruch 9. dadurch ge- 
kennzeichnet. dafl er eine Luciferasekonzentration 
von 0.1 bis 20,0. vorzugsweise von 8 bis 12 mU/ml 
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enthalt. 

11. Enzymcocktail nach Anspruch 9 oder 10, da- 
durch gekennzeichnet, daB er eine gelarnge Matrix 
enthalt. 

12. Enzymcocktail nach einem der Anspruche 9 bis 
11. dadurch gekennzeichnet. daB er als hochviskos 
machenden Stoff Gelatine und/oder Polyvinylpyr- 
rolidon enthalt. 

13. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach einem der Anspruche 1 bis 6 mil einem Licht- 
mikroskop mit einer Tragerflache fur das Auflegen 
der Gewebeprobe. mit einem Phoionenzahler und 
mit einer Videokamera mit Bildprozessor. gekenn- 
zeichnet durch eine Einrichtung zur Regelung der 
Temperatur der Tragerflache und eine auf der Tra- 
gerflache an2uordnende einseitig offene GieBform 
fur das Einfrieren von Enzymlosung. wobei die 
GieBform derart dimensioniert ist. dafl auf ihrer 
offenen Seite ein Tragerplattchen mit der Gewebe- 
probe angeordnet werden kann. 

14. Vorrichtung ^nach Anspruch 13. gekennzeichnet 
durch eine wenigstens die Tragerflache und die Mi- 
kroskopoptik umgebende Haube sowie eine Vor- 
richtung zur Einfuhrung kuhler trockener Luft in 
diese Haube. 
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